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APPLICANT: LUISI, Pier Luigi 

Process for the production of solutions of invert^fji micellae 

The invention relates to the use of inverted micellae and micro-emulsions of 
water in oil as delivery systems for medicaments and compounds for cosmetic usage, 
and in particular a new preparation method of a. solution containing the materials 
having pharmaceutical or cosmetic activity. In particular, it concerns a hydrocarbon 
solution or organic soludon containing inverted micellae, which are capable of 
dissolving hydrophilic substances, having pharmacological activity, inside the aqueous 
micro-phase. 

The invention is primarily characterised in that the active substance is 
solubilized in the same way in an oily soludon (e.g. isopropyl palmitate, miglyol or 
natural oily substances, or essential oils, or natural terpenes or hydrocarbons such as 
squalane, squalene and derivatives). 

It is known that a few surfactants can form stable spherical aggregates in apolar 
solutions. The polar heads of the surfactant point inwards in these aggregates; thus, a 
polar nucleus is produced, which in turn can form a solution with water. Inside this 
aqueotis micro-phase, the size of which lies between 10 and 200 A, hydrophilic 
substances may be solubilized. In this way, thermodynamically stable, clear solutions 
are formed. The chemical and ph ysical properties of such aggregates have been 
examined comprehensively l:- iV-.ifhcrs such as Fendler, Menger, Eicke in the last 
10 years; see J.H. Fendler, "M;^^^Sfane mimetic chemisU7'\ John Wiley and Sons. 
RY. 1982; RM. Menger et al... i. Amer. Chem. Soc. 25. 286 (1983); H.F. Eicke and 
J. Rehak, Helv. Chim. Acta 59, 2883 (1976); H.F. Heicke Topics Curr. Chem., a, 85 
(1980). For a detailed description, we recommend the book "Reverse Micelles" 
Plenum Press 1984, New York, edited h/ Luisi and B. Slraub. On the other hand, 
there are few pharmaceutical applications, with the exception of the preparation of 
'*nano-capsules'\ as proposed by Speisei in Zurich; see: P.P. Speiser, in "Applied 
Biology and Therapeutics'' 6. Lingle and Breimer editors, Elsevier, N.Y. 1983. 

The most important characteristic of this system is that the hydrophilic 
molecules, including enzymes, nucleic acid and polysaccharides, can be solubilized in 
hydrocarbon solutions. With the assistance of the inverted micellae, the enzymes which 
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axe dissolved in hydrocarbon cannot lose their activity; see P.L. Luisi and R. Wolf, 
"Solution behaviour of surfacians" vol. 12. Mittel and Fendler eds.. Plenum Press 
1982. 

The system with biological substances that has been examined mostly is that 
formed by isooctane/AOT/water. AOT is the abbreviauon for the weU-known bio- 
compatible sirfactanu sodium- 1 .2-bis-(2-ethylhexyloxycarbonyl)- 1 -ethane-sulphonate. 

The organic solvent which has been used until now for the solubiUzation of 
proteins or peptides in inverted. miceUar solutions is with few exceptions a 
hydrocarbon of low molecular weight, and as such is not ideal for direct 
pharmaceutical application. 

This process describes how solutions or gels of medicaments or compounds 
which may have cosmetic activity can be produced using bio-compatible solvents, such 
as squalane. miglyol. esters of palmitic acid (especially isopropyl palmitate). vegetable 
oils, vaseline oU. The surfactant AOT is employed for several of the examples in this 
invention. In any case, the process can also be extended to other surfactants, as shown 
in the examples and the claims of this invention. 

We have surprisingly been able to estabUsh that miceUar solutions of such 
systems have not been described in literature up to now. These are thermodynamically 
stable and may contain* va^ 

cosmetic activity. This invention relates in particular to the uses of this system. It 
facilitates: 

i) gastrointestinal absorption of medicaments 

ii) transdermal absorption 

iii) cosmetic application. 

The concenu^tion of medicaments or cosmetics in the miceUar solutions may 
be determined specu-ophotometrically (UV or ORD). Chromatographic (e.g. HPLC) 
or elecu-ophoretic methods may also be used. 

In the case of enzymes, the concenu-ation may be calculated in a simple manner 
from their acuviiy. and is determined in a similar way to aqueous solutions; see P.L. 
Luisi and R. Wolf. "Solution behaviour of surfactans" vol. 12. Mittel and Fcndlcr eds.. 
Plenum Press 1982. 
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solution by means of the "backward transfer^* method; see P.L. Luisi et al. in 'Topics 
in Pharmaceutical Science*', Breimer and Speiser eds. Elsevier (1983). 

The urogastrone (human Epidemial Growth Factor, hEGF) is a hormone with 
new epithelium-forming activity, which can inhibit the acidic gastric secretion; see 
R. Hon et al. Chem. Pham. Bull. 25, 1974 (1977); R. Hon et al. Japan Kokai, 7^, 95 
(1975). Thanks to these properties, the hEGF is a good agent against ulcersV It was 
established that gastro-intestinal absorption increases with the addition of olive oil or a 
glycerol derivative. On the other hand, it is known that a few surfactants can accelerate 
the rate of absorption; see G. Levy et al., J. Pharm. ScL, 55, 394 (1966). The inveaed 
micellae (often called water/oil micro-emulsions) represent the ideal carrier for these 
hormones. 

In a simple manner, the urogastrone is incorporated in the aqueous micro-phase 
and may diffuse from die organic solvent 

The most significant advantage of this system is the fact that the expensive 
biological material, in our case urogastrone, is not lost, since the hormone is only 
found in water within the inverted micellae. 

Production of the micellar solutions, which contain urogastrone or fragments 
thereof, or the hormone modified by covalent binding with methoxypolyethylene glycol 
(PEG), is effected by the classic process for the preparation of micellar solutions; see: 
P.L. Luisi and R. Wolf, "Solution behaviour of surfactans" vol. 12, Mittel and Fendler 
eds., Plenum Press 1982. The surfactant (e.g. AOT) is dissolved in the solvent such 
that a surfactant solution of between 50 mM and 3(X) mM is obtained. Dissolution 
takes place at room temperature and witiiout sonification. The aqueous solution of the 
biopolymer may be added to this organic solution, e.g. I ml of a buffered solution of 
urogastrone (phosphate 50 mM pH 7.0) is added to 100 ml of the previous organic 
AOT solution. The proportion of water in the system may in any case vary between 0 
and 30%, especially between 0.037c and 37o (v:v). 

Upon shaking by hand under these conditions for a few minutes, without 
sonification, a clear, transparent solution is produced. The solvents may be - as already 
mentioned - low molecular weight hydrocarbons, fluorinated hydrocarbons, natural 
and vegetable oils, squalane, squalene, esters of palmitic acid and of other fatty acids. 



* Translaior's note: Geschiirc assumed to be Gescbwure 
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miglyol. The concluding concentration of biopolymer (in our case urogastrone) may 
vary within a wide range in the final solution, depending on the initial aqueous solution 
and the usage. It normally varies between 0.1 and 10 mg/ml, especially 0.1 and 
1.0 mg/ml (concentration refers to total volume). The pH value may also have a broad 
range, but usually solutions with a pH value of between 5 and 7 are used. 

The solutions prepared in this way are stable for a long time, especially if tiiey 
are stored in a refrigerator (0-2°). For extended storage, the solutions are cooled to 
below 0°C. Precipitation is observed only at higher water concentrations (between 5 
and 10%). but tiie system is reversible. 

It should be noted that with low water concentrations (below 3%). tiie water 

does not freeze at 0''C. 

Nowadays, medroxyprogesterone acetate is used for die tiierapy of a few 
hormone-dependent cancers by means of intra-muscular injection, the frequent 
occurrence of ulcers, Unked with tiiis type of administration, gives problems. Oral 
administration would be more comfortable if the problems of low absorption could be 
solved. The use of inverted micellae, produced by using a solvent as a continuous 
phase, in which tiie medroxyprogesterone acetate is poorly soluble, accelerates tiie 
abs0Ppti©,n«t&^p©s5:ifel.y«b.e£ai^^^ 

membranes, in which permeabiUty to die medicament is increased. 

Production of die micellar solutions containing medroxyprogesterone acetate is 
effected by die classic process for the preparation of micellar solutions, witii the one 
variation diat owing to die poor solubility of the medicament in water, it is dissolved in 
a previously-prepared micellar solution; see also: P.L. Luisi and R. Wolf. "Solution 
behaviour of surfactans" vol. 12, Miiiel and Fendler eds.. Plenum Press 1982. 

Nitrites and nitrates are advantageously employed in a transdermal manner in 
solution or even better as gels of inverted micellae, in order to reduce pain and the 
frequency of anginal attacks. 

The commercial salves consisting of Vaselin and lanolin hydrate, used as 
carriers for die nitroglycerines, are not rated highly by patients, and in addition it 
appears that they cannot maintain a constant plasmatic level of the medicament; see: 
S. Sved et al.. J. Pharm. Sci.. 2Q. 1368 (1981). 
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The gel which is transported on an appropriate fixed carrier, the object of this 
invention, has an adhesive section which ensures contact with the skin. This is not only 
the most comfortable form of usage, but can also control distribution of the medicine 
in order to ensure constant absorption. 

Endopeptidases are used in cosmetics for the step-wise elimination of 
superfluous hair. Here, there is the difficulty of bringing the enzymes to the "bulbus 
pili". Owing to the fat layer which stems from tallow secretion, the "bulbus pili'* cannot 
be moistened by the aqueous solution. 

The inverted micellae as water/oil micro-emulsions enable contact to be made 
between the enzyme and the base of the hair. 

Examples: 

1. 0.44 g of AOT are dissolved in 10 ml of isopropyl palmitate, so that a 
100 mM solution of the surfactant is produced. 

Using a micro-syringe, 100 micro-litres of an aqueous urogasu-one 
solution (1 mg/ml in 50 mM phosphate buffer at a pH value of 7) are added to 
this solution. This addition lakes place slowly, and afterwards the solution is 
slowly stirred by hand. 

At the end of ihe operation, a clear solution is obtained, the 
urogasu-one conic of v/hich can be determined by spectrophotometry. 

2. A six pert ' soy lecithin solution in purified soy oil is produced at 
room temperature. ) micro-litres of an aqueous solution of urogasu-one 
modified with methoxypolyethylene glycol (PEG, 1 mg/ml) are slowly 
introduced to 10 ml of this solution. The operation continues as described 
above. The final solution contains 3% water and 0.03 mg/ml hormone. 

3. 6 g of soy lecithin are dissolved in 100 ml of purified soy oil. 7 ml of 
water are added to this solution, which is stirred by hand until a clear micro- 
emulsion is formed. Then, 20 g of medroxyprogesterone acetate are added and 
stirred until it has completely dissolved. 

4. 8.8 g of AOT are dissolved in 100 ml of isopropyl palmitate, and 6 ml 
of butan-l-ol are added to this solution as co-surfactant. Stirring is effected by 
hand until a clear solution is obtained, and this is subsequently heated to 45"C. 
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3 g of gelatine are suspended in 8 ml of water, then heated to 45°C, and after 
solubilization, this solution is slowly added whilst stirring to the solution 
already prepared. After a miao-emulsion has been obtained, it is allowed to 
cool and a gd is obtained. To the surface of this gel, which does not come imo 
contact with the skin, nitroglycerine is added, which is absorbed on lactose and 
coUoidal sUica, in such a way that a concemration of medicament of 1 mg/cm= 
is obtained. 

AOT is dissolved in squalane so that a 200 mM solution of surfaaant is 
obtained. To 100 ml of this solution are added 3 ml of an aqueous buffer 
solution at pH 8 (borate 40 mM), which contains papain in a concentration of 
10 mg/ml. 
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The invention also relates to a process for producing a new type of solution for 
topical application, which is capable of stimulating new epithelium formation, i.e. a 
solution containing substances having pharmaceutical activity for topical application. . 
In particular, it concerns a hydrocarbon solution or organic solution containing 
inverted micellae, which are capable of dissolving hydrophilic substances, having 
pharmacological activity, inside the aqueous micro-phase. 

The invention is primarily characterised in that the active substance is 
solubilized in the same way in an oily solution (e.g. isopropyl palmitate, miglyol or 
natural essential oils, or hydrocarbons such as squalane, squalene and derivatives). 

It is known that a few surfactants can form stable spherical aggregates in apolar 
solutions. The polar heads of the surfactant point inwards in these aggregates; thus, a 
polar nucleus is produced, which in turn can form a solution with water. Inside this 
aqueous micro-phase, the size of which lies between 10 and 200 A, hydrophilic 
substances may be solubilized. In this way, thermodynamically stable, clear solutions 
are formed. The chemical and physical properties of such aggregates have been 
examined comprehensively by authors such as Fendler, Menger and Eicke in the last 
10 years; see J.H. Fendler, **Membrane mimeuc chemistry", John Wiley and Sons, 
N.Y. 1982; P.M. Menger et al., J. Amer. Chem. Soc. 95, 286 (1973); H.F. Eicke and J. 
Rehak, Helv. Chim. Acta 59, 2883 (1976). On the other hand, there are few 
pharmaceutical applications, with the exception of the preparation of "nano-capsules", 
as proposed by Speiser in Zurich; see: P.P. Speiser, in "Applied Biology and 
Therapeutics'* ^, Lingle and Breimer editors, Elsevier, N.Y. 1983. 

The most important characteristic of this system is that the hydrophilic 
molecules, including enzymes, nucleic acid and polysaccharides, can be solubilized in 
hydrocarbon solutions. With the assistance of the inverted micellae, the enzymes which 
are dissolved in hydrocarbon cannot lose their activity; see P.L. Luisi and R. Wolf. 
Bioch. Bioph. Res. Comm. S9, 209 (1979). 

The system with biological substances that has been examined mostly is that 
formed by isooctane/AOT/water. AOT is the abbreviation for the well-known bio- 
compatible surfactant, sodium- 1 ,2-bis-(2-ethylhexyloxycarbonyl)- 1 -cthanc-sulphonate. 

The organic solvent which has been used until now for the solubilization of 
proteins or peptides in inverted, micellar solutions is with few exceptions a 
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hydrocarbon of low molecular weight, and as such is not ideal for direct 
phaimaceutical application. 

This process describes how soludons of peptides and proteins (especially the 
epidermal growth factor : EGF) can be produced using bio-compatible solvents, such 
as squalane. miglyol. esters of palmitic acid (primarily isopropyl palmitate). vegetable 
oils. Vaselin oil. The surfactant AOT is employed for several of the examples in this 
invention. In any case, the process can also be extended to other surfactants, as shown 
in the examples and the claims of this invention. 

We have surprisingly been able to establish that micellar soludons of such 
systems have not been described in Uierature up to now. These are therm odynamically 
stable and may contain valuable parts of peptides and proteins. This invention primarily 
relates to the topical application of EGF. 

To supplement this, die process is described, in which the tryptic Kunitz 
inhibitor (aprounin) or lipoxygenase inhibitors or non-steroidal antiphlogistic or 
sodium aluronaie is solubilized in such systems. 

The combination of die two micellar systems (one contains EGF. the other the 
inhibitor or the non-steroidal antiphlogistic or sodium alurate) may be used as a stable 

«kWEe.fox.M®Bmi£Sl<K^^ . 

It is already known that EGF may have an effect on die eyes; see P.N. Patil. 

Trends in Bioch. Sc., 201. May 1984. In addition, it is well known tiiat the 
conventional eye solutions produce great losses in active principle. They are normally 
aqueous solutions and are easUy dUuted and removed by tears. An oily solvent would 
dierefore be very suitable, insofar as it is more difficult to wash ouU but it is impossible 
to solubiUze EGF (or any oUier protein or peptide or hydrophilic compound) in oily 
solutions. 

The inverted micellae (often called water-in-oil emulsions) are thus agents 
which overcomes tiiis obstacle. The EGF is readUy taken up into die aqueous phase 
and can diffuse from die organic phase. The decrease in surface tension brought about 
by die surfactant ensures good conucl widi die surface receiving attention and even 
distribution. Widi substances of relatively low viscosity, such as die above-mentioned 
organic solvents, drops of minute dimensions may be formed. 
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This is tremendously important for the production of eye drops, since the 
volume of the eye drops is normally 7 microlitres. Larger amounts of liquid are 
immediately ejected from the eyes.The great advantage of this system is that the 
expensive biological material, in our case EGF, is not lost as in the case of pure 
aqueous eye drops. A problem associated with the therapy of many injuries is that the 
proteinase-type activity causes a slow-down in recovery. It has been proved indirectly 
that proteinase inhibitors can alleviate these problems since they eliminate the 
proteinase activity. As mentioned above, the inhibitors may be readily taken up in the 
inverted micellae. The system containing the inhibitors is used in therapy as a co- 
adjuvant. 

The mixed systems may be prepared in two ways: EGF and inhibitor (e.g. 
aprotinin, see the examples) are added together to an aqueous solution, and this 
mixture is added to the micellar hydrocarbon system, as described more fully below. 
Also, two diflferent micellar solutions may be produced, which are mixed together 
later, or they can be added after one another externally, if possible in appropriate 
different dosages. 

It is additionally known - see: R. Rochels and W.D. Busse, Graefe's Arch. Clin. 
Exp. Ophtalmol. 220. 74 (1983) - that a few lipoxygenase inhibitors accelerate new 
epithelium formation in rabbits whose corneal epithelium has been scratched out. 
Sodium aluronate appears to have a similar effect. Also in this case, a mixed system 
can enhance the therapeutical activity of the EGF. 

In the production of the micellar solutions which contain EGF or aprotinin or 
cyclo-oxygenase inhibitors or sodium aluronate, the classic process for the production 
of enzymatic micellar solutions is followed; see: R. Wolf and P.L. Luisi, Bioch. Bioph. 
Res. Comm. 89, 209 (1979). The surfactant (e.g. ACT) is dissolved in the solvent so 
that a surfactant solution of between 50 mM and 300 mM is produced. Dissolution 
occurs at room temperature and without sonification. 

The aqueous EGF solution of the biopolymer may be added to this solution, 
e.g. 1 ml of a buffered solution of phosphate (50 mM pH 7.0) is added to 100 ml of the 
previous organic AOT solution. The proportion of water in the system may in any case 
vary between 0 and 30%, especially between 0.00% and 10% (v:v). 
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Upon shaking by hand under these conditions for a few minutes, without 
sonification, a clear, transparent solution is produced. The solvents may be - as already 
mentioned - low molecular weight hydrocarbons, fluorinated hydrocarbons, natural 
and vegetable oils, squalane, squalene, esters of palmitic acid and of other fatty acids, 
miglyol, natural essences. The concluding concentration of biopolymer (in our case 
EGF or a protein inhibitor) may vary within a wide range in the final solution, 
depending on the initial aqueous solution and the usage. It normally varies between 0.1 
and 100 mg/ml, especially 0. 1 and 10 mg/ml (concentration refers to total volume). 
The pH value may also have a broad range, but usually solutions with a pH value of 
between 4 and 9 are used. 

The solutions prepared in this way are stable for a long time, especially if they 
are stored in a refrigerator (0-2**), For extended storage, the solutions are cooled to 
below 0°C. Precipitation is observed only at higher water concentrations (between 5 
and 10%), but the system is reversible. 

It should be remarked that v^th low water concentrations (below 3%), the 
water does not freeze at 0°C. 

Exarnple 1, ^ _ _ ^ ^ ........ 

0.44 g of AOT are dissolved in 10 ml of isopropyl palmitate, so that a 100 mM 

solution of the surfactam is produced. 

Using a micro-syringe, 100 micro-litres of an aqueous EGF solution (1 mg/ml 
in 50 mM phosphate buffer at a pH value of 7) are added to this solution. This addition 
takes place slowly, and afterwards the solution is slowly stirred by hand. 

At the end of the operation, a clear solution is obtained, the EGF content of 
which can be determined by spectrophotometry. 

Example 2 

A sodium laurate (200 mM) solution in squalane with 10% hexan-l-ol is 
prepared at room temperature. 300 microlitres of an aqueous EGF solution 
(1 mg/1 ml) are slowly injected into 10 ml of this solution. The process is effected as 
described above. The final solution contains 3% water in 0.03 mg/nJ EGF. 
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Example 3 

100 mg of BRIT 56, which contains 6% hexan-l-ol and 1% water, forms a 
micro-emulsion in miglyol Shell. Using a micro-syringe, 200 micro-litres of an EGF 
solution (1.5 mg/ml) and 200 micro-litres of an aqueous solution of aprotinin (Kunitz 
inhibitor) are slowly added to 10 ml of this solution. The mixture is slowly stirred by 
hand. 

Alternatively, instead of aprotinin, a lipoxygenase or sodium laurate inhibitor 
may be used, so that the same molar ratio of EGF:coadjuvant is maintained. 

Example 4 

■ Tetraethylene glycol dodecylether is dissolved in squalane, so that a 200 mM 
solution of the surfactant is produced. To ,100 ml of this solution are added 3 ml of an 
aqueous buflfered solution (borate 40 mM, pH 8.0), which contains the kunitz inhibitor 
(aprotinin) in a concentration of 10 mg/ml. 
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Finally, the invention also relates to a process for the production of gels 
consisting of surfactant-containing, organic solvents, and their use in biotechnology, 
pharmacology, photography and cosmetics. 

1 . To this end, a process for gelling apolar soludons is described. This 
lakes place by means of soludons of surfactants in hydrocarbons, which also contain 
water and gelatin. Under conditions in which gelatin gels in aqueous soludons, gelling 
also takes place in the organic solvents of the surfactant, whereby the whole organic 
medium is transformed into a gel. 

2. It is known that gelaun can gel in water and form solid gels, which may 
have great technological significance today, especially in the foodstuffs industry. 
However, these gels are also of interest in other fields of technology, e.g. in 
photography or in all fields where hydrophilic films or layers are important. As is 
known, gelling is effected in aqueous soludons in such a way that a solution of geladn 
(e.g. 10 mg/ml) is produced at 40° or higher and is then cooled. Gelling takes place at 
below 37°. This phenomenon was examined in depth. Compounds such as poly- 
saccharides can also form geb. 

3. On the other hand, it is also known that proteins can be solubilized in 
apolar solvents, by means of inverted micellae or water-in-oil miero-emulsions. 
Inverted micellae are spheroidal aggregates which are formed by certain surfactants in 
hydrocarbons and other organic apolar solvents, such that \ht polar heads of the 
surfactant molecules point inwards. Thus, a polar nucleus is formed in the centre of the 
spheroidal aggregate {\ht inverted micellae), whereby the apolar chains of the 
surfactant molecules are in contact externally widi the apolar solvent. The polar 
nucleus can form a solution with water. Widi a higher water content, the term *'micro- 
emulsion" is usually used instead of "reversed (or inverted) micellae". In the aqueous 
nucleus (the so-called **water pool"), hydrophilic molecules, including proteins, can be 
solubilized. In recent years, various proteins have been solubilized using these 
methods, e.g. in iso-octane widi (2-ethylhexyl) sodium sulphosuccinate (AOT) as 
surfactant, whereby the water content in the system was only \-57o. We thus have a 
system in which hydrophilic biopolymers may be solubilized in an apolar solvent Such 
a solution is thermodynamically stable and may be analysed specu-oscopically. Thus, 
normal enzymatic reactions can be carried out 
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4 The main idea is to combine the two processes, namely solubilization of 
proteins in apolar solvents and gelling, e.g. of gelatin. The preparation of such an 
apolar gel can be described as follows: Gelatin is added to water (or buffered aqueous 
solutions) and whilst stirring a solution of gelatin in water is obtained. An organic 
solvent (e.g. iso-octane), which contains the surfactant, is added to the gelaun 
solution. The concentration of the surfactant varies between 0 and 1 M, especially 
between 5 and 300 mM. The volume of water lies between 0.5 and 30%. The 
proportion of gelatin by weight in the aqueous solution is 1 - TO'/o, especially 5 - 50%. 
The whole operation of preparing and mixing the two solutions is effected at above the 
melting point of the gel, especially between 20 and 60°C. When the resultant mixture 
cools a gel is obtained. Under normal conditions, the transition is observed at the same 
temperature at which gel formation also takes place in aqueous solution. The process 
of gel formation from apolar solvents with inverted miceUae or micro-emulsions is 
reversible i e. the gel can be melted again upon heating. Under certain conditions, 
water content and gelatin concentration, the gels are transparent. Gelling of the 
organic phase does not take place at any combination of water content and gelatin 
concentrafion. In general, if the water content is reduced, the gelatin concentration 
must be increased accordingly (see figure 1 ) 

5 Formation of the gel also takes place In the presence of other molecules 
in addition to the gelatin^ In this way. different compounds may be homogeneously 
dispersed in the gelled mass. Interestingly, this is the case both for hydroph.hc 
molecules, which are solubilized in ,he water pool of the inverted micelle, and for 
wholly hydrophobic molecules, which are solubilized in the organic solvem ou,s,de of 
the aqueous micro-phases. TCs may also take place with amphiphilic molecules. ,,e. 
molecules which are incorporated in the wall of the micelle. It may thus be seen that 
with our method, three important classes of compounds, namely water-soluble . 
compounds, compounds which are soluble in apolar solvents, and those which rematn 
in intermediate phases, maybe homogeneously embedded in a gel. In this way eg 
hydrophilic enzymes or even cells may be embedded in the gel mass. This may be of 
great bio-technological imerest. since thts system offers a method whereby enzymes 
and cells can be introduced to a hydrophobic medium. Furthennore. pigmems and dyes 
(especally important for .he photographic industry) or even medicamems. may also be 
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embedded in the gel mass. The latter ought to be of interest for cutaneous treatment. 
Finally, the geUed mass may also be used in cosmetics if an appropriate active 

ingredient is included. 

6. This process of gelling apolar solvents is not restricted to the iso- 
octane/AOT system. Other aliphatic and aromatic hydrocarbons, both of synthetic and 
natural ori^ may serve as solvents. Solvent mixtures may also be used. Other 
surfactants of anionic, cationic and also non-ionic nature (such as those having an 
ethylene oxide structure) may similarly be used. Instead of gelatin, other compounds 
which form gels in aqueous solutions may be employed, e.g. polysaccharides, such as 
agarose, agar-agar etc. 
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EXAMPLES 



gyam ple 1 



EBliiiai^'Wiidiim^^ ^. , , .urrin. in 0.72 ml of 

220 mg of gelaan (250 Bloom. Rulca) « dissolved whJs. sumn. 
/^u mg u 6 , . J ^ e 1 „f onn mM AOT/iso-octane soluuon. 

wa.r. TO *is gdaun soluuon are added 2.5 ml of 200 mM AO 
„a ^ mlxm. is subse^ue* dilu.d wid, iso-oc»e » a .u. o 5 m • ^uhe 

temperature whUst surring. A solid gel is ob^ned 

am ple 2 

soluuon is used. A red gel is obtained. 
P^am ple 3 

contains 1 mg of Sudan red 7B. A deep-red gel is obuined. 

--^:f^^^..dof«..ana,ueous0.5mM.aminB12 
solution is used. A rose-red gel is Obtained. 

F.xam ple 5 

vaniUin is used. A colourless, .ransparem gel is obu.ned. 
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Example 5 

Incorporat' "" an enzvme 

As in example 1, except that instead of water, an aqueous 10'' M lipoxygeni 

solution is used. 
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Patent Claims 

1. Process for the production of solutions of inverted micellae (also called 
micro-emulsions if the water content in the system is relatively high), by means of AOT 
surfactant, sodium- l,2-bis-(2-ethylhexyloxycarbonyl)-l-ethane-sulphonate, and natural 
organic solvents, such as squalane, essential oils, terpenes, vegetable oils, nriiglyol, 
esters of natural fatty acids (palmitic acid, stearic acid, etc.), perfluorinated. 
hydrocarbons. 

2. Process according to claim 1, characterised in that other surfactants are 
used instead of AOT, especially benzalkonium chloride; CTAB (cetyl-trimethyl- 
ammonium bromide); surfactants based on other quaternary ammonium salts; 
surfactants based on ethylene glycol; surfactants of natural origin such as 
phospholipids, lecithins, phospholecithins, phosphodilcolines; synthetic surfactants 
which have a core of glycerol; surfactants which have the structure of fatty acid esters, 
e.g. sorbitan tristearate or polyoxyethylene sorbitan oleate (Polisorbato 80). 

3. Process according to one of claims 1 to 2, characterised in that co- 
surface-active agents or co-adjuvants are added to the system (as well as any mixture 
of two or more of the above-mentioned surfactants). 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that the 
system contains substances which have therapeutic or cosmetic activity, 

5. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that the 
system contains medicaments, and is used to promote absorption in the intestines and 
also through the skin. 

6. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that the 
system contains substances which have cosmetic activity and promote penetration into 
the skin (e.g. enzymes as co-adjuvants for hair removal). 

7. Process according to claim 1 for the production of solutions of inverted 
micellae (also called micro-emulsions if the water content in the system is relatively 
high), by means of AOT surfactant, sodium- l,2-bis-(2-ethylhexyloxycarbonyl)-l- 
ethane-sulphonate, and natural organic solvents, such as squalane, essential oils, 
vegetable oils, miglyol, esters of natural fatty acids (palmitic acid, stearic acid, etc.). 
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8. Process according to claim 7, characterised in that the system contains 
compoundswhich can stimulate new epithelium formation. 

9 process according to claim 7. characterised in that the system contains 
the epidermal growth factor (EGF) or other natural or synthetic growth factors for 
therapeutical or cUnical applications. 

10 Process according to claim 7, characterised in that the system contams 
protease inhibitors or Upoxygenase or non-steroidal antiphlogistic agents or sodium 
aluronate. 

1 1 Process in which the combination of claims 9 and 1 0 is used for chmcal 
application and in particular for new corneal epithelium formation (hormone scraping, 
ulcers "keratitis") and for the treatment of bums. 

' 12 Process according to claim 7. characterised in that surfactants other 
than AOT are used, especially benzalkonium chloride; CTAB (cetyl-trimethyl- 
ammonium bromide); surfactants based on other quaternary ammomum salts; 
surfactants based on ethylene glycol; surfactants of natural ong,n such as 
phospholipids, lecittos, phospholecithins, phosphodilcolmes; synthetic surfactants 
wWch have a core of glycerol; surfactants which have the structure of fatty acid esters, 
e g sorbitan tristearate or polyoxyethylene sorbitan oleate (Polysorbate 80). 

13 Process according to claims 7 and 12, characterised in that co-surface- 
active agents or co-ad,uvants are added to the system (as well as any n^.ure of two or 
more of the above-mentioned surfactants). 

,4. Process for the production of gels, characterised in that a mixture of 
iso-octane, AOT, water and gelatin is prepared and left to gel. 

1 5 Process according to claim 14, characterised in that other apolar 
solvems are used, such as perfluorine compounds, and natural oils and liquids. 

,6. Process according to one of claims 14 to 15, charactensed m that 
instead of AOT. other surfctants or surfactant systems are also used. 

17. Process according to one of claims 14 to 16. characterised m that 
agarose or other polysaccharides are used instead of gelatin. 

18 Process according to one of claims 14 to 17. charactensed .n that one 
or more additional compounds are present in the mixture, and are fixed in the gel 
dunng celling, whereby such additional compounds may be both high molecular we.ght 
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products, such as proteins, enzymes, nucleic acids, cells, viruses and micro-organisms, 
and low molecular weight compounds, such as pigments, dyes, pharmaceuticals and 
also salts. 

19. Process according to claim 18, characterised in that these gels are used 
in pharmacology, for dermal applications and treatments. 

20. Process according to claim 18, characterised in that these gels are used 
as carriers for pigments or dyes, e.g. in photography. 

21 . Process according to claim 1 8, characterised in that these gels are used 
for chromatography and/or electrophoresis. 

22. Process according to claim 1 8, characterised in that these gels are used 
as carriers for enzymes, micro-organisms and cells. 
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Ver.ar.ren zur Kersteilur.c vc- r^- = 

• - I-osungen von utcpVok-- 

L...cexehrten Mizellen 



• "--cungen fu. den koanetischan Gebrauch u-^ ir^- 

de-, es sxc. e^. K=^a^3er..off- cder organische Lasung- 

die ur.gakehrte Mizellen enthalt, die befahiat sird i. ' 

Innern der wassrigen Mikrophase hydrophile Substa-^e. 

die pharznakologisch aktiv sind, zu lasen. 

Die Erfindung ist haupts^chlich dadurch cha-ak- 

terxs.ert, dass der aktive Stoff gleichartig in einer 
cugen ..sung solubilisiert wird (z.B. Isopropylpal.itat , 
MycUol Oder natarliche dlige Substanzcn, oder essenniel- 
le Oele, oder natUrliche Terpene oder Kohlenwassersto-e 
wie Squalan, Squalen und Derivate) . 

Es ist bekannt, dass einige Tenslde stabile 
spherische Aggregate in apolaren Wsungen bilden konnen. 
Die polaren Kciofe des Tensids weisen in diesen Aggregaten 
nach .r^en; es entsteht sotnit ein polarer Kern, der sei- 
nerseits Wasser solubilisieren kann. Im Innern dieser 
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wassrigen Mikrcphase, deren Grcisse . zwischen 10-200 n 
liegt, konnen hydrcphile Stoffe solubilisiert werden. Zs 
bilden sich auf diese Weise therrr.adynanisch srabile ur.d 
kiare Lcsuncen. Die chemischen end nhysikaiischen Eiger.- 
schaftsn solcher Aggregate wrden von Autcren -^e Fercler, 
Menger, Eicke in den letzten 10 Jahren ausfUhriich unter- 
sucht; siehe J.K. Fendler, "Menhrans minetic chenistry", 
John Wiley and Sons, N.Y, 19S2; P.M. Menger et ai., 
J. A-T.er. Chem. Soc. 95_, 236 (1933); H.F. Keicke und J, 
Rehak, Hslv. Chi-T.. Acta S±, 2383 (1976) ; K.F. Keicke 
Topics Curr. Chem, , ST^, 85 (1980), Fiir sine detaiilierte 
Beschreibung empfehlen wir das 3uch "Reverse Micelles" 
Plenum Press 1984, New York, herausgegeben von P.L. Luisi 
und B. Straub, Es gibt dagegen wenige pharniazeutische 
Anwendungen mit Ausnahme von der Anwendung fUr die Vorbe- 
reitung von "Nanokapseln" , wie von Speiser in Zurich vor- 
geschlagen; siehe: P.P. Speiser, in "Applied Biology and 
Therapeutics" 6, Lingle und Breiner editors, Elsevier, 
N.Y. 1983. 

Das wichtigste Kennzeichen dieses Systents be- 
steht darin, dass die hydrophilen MolekUle, inbegriffen 
Enzyme, Nukleinsaure und Polysaccharide, in Kohlenwasser- 
stof f losungen solubilisiert werden kdnnen. Die in Kch- 
lenwasserstof f gelcSsten Enzyme kcSnnen mit Hilfe der '^T.ge- 
kehrten Mizellen ihre Aktivitat nicht verlieren; siehe 
.P.L. Luisi und R. Wolf, "Solution behaviour of surfactins" 
vol. 12, Mittel and Fendler eds., Plenum Press 1982. 

Das am meisten untersuchte System mit biologi- 
schen Substanzen ist aus Isooctan/AOT/Wasser gebildet. 
AOT ist die AbkUrzung fUr das wohlbekannre biokorpatabile 
Tensid , Natrium-1 , 2-bis (2-Ethylhexyloxycarbonyl) -1- 
ethansulf onat . 

Das organische Ldsungsmittel , das bis jetzt zur 
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Solubilisierun^ von Protelnen oder Peptiden in r.-^e^a-.. 
^ge.ehrten Lasun.en ve^.endet ^.de, is. .i. we.^Le: 
Ausnahnen ein Kohlenwasserstof f von niedrige. Mo^eC-^a- 
gewicht und, als solcrer "<r>.- •. r- 

ideal fur eine d'-ek-e 

3 pnarrnazeutische Anwendung. 

In diesem Verfahren wird beschrieben, vie Lc- 
sungen oder Gele von Arzneinitteln oder Verbindur.ee- d- 
eine kosnetische Aktivitit aufweisen konnen, mit-.e/s"b^- ol 
Jcompatiblen Losungsmittein vie Squalan, Miglvol, Es-e-- 
von PaL^itinsaure (insbesondere Isopropylpalznltat) , ^^^a^'. 
zenole, Vaselinai, hergestellt werden. Das Tensid aV-" * 
wxrd fur mehrere in dieser Erfindung angegebene Beis^'e^e 
vervendet. Da.s Verfahren kann auf jeden Fall auch ai^ " 
andere Tenside erweitert werden, wie in den Beisoie^en 
und in den Ansprilchen dieser Erfindung gezeigt wlrd. 

Wir haben feststellen konnen, dass erstaun- 
licher-.eise mizellare Ldsungen solcher Systene bis je^^^ 
in der Literatur nicht beschrieben wurden. Diese s^-d 
thermodyna^-nisch stabil und kSnnen wertvoUe AnteUe 
Verbindungen, die eine pharaakologische und kosme-sc- 
Wirkung haben, enthalten. Diese Erfindung beschaftict 
sich insbesondere mit Verwendungen dieses Systems. Sie 
erleichtern: 

i) Die gastrointestinale Absorption von Arznei.-nitteln 
23 11) Die transdermische Absorption 
iii) Die kosmetische Anwendung. 

Die Arzneimittel- oder Kosmetikakonzentration^a 
in den nizellaren LSsungen kdnnen spektrophotometrisch 
bestinunt werden (UV oder ORD) . Es kannen auch chromato- 
0 graphische (z.B. HPLC) oder elektroohoretische Methoden 
angewendet werden. 

I.Ti Falle der Enzyme kann die Konzentracion auf 
eine einfache Weise aus ihrer Aktivitat berechnet werden, 
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die auf ahnliche Weiss .^i*- 

=-5e ...r vassrige Losur.gen bes-Lr-" 
wird; siehe P.L. Luisi und R wol* "^^i 

. „ '^o-i-^' Solution behaviour 

of surractar.s" vol. 12 mi--»i j - 

i-i, Mi.tel and Fendlsr eds., sienu.-. 
Press 1932, ' " 

Sollte es notwe"c?i'» ea<- j- 
^ ow^e„ci-, sem, die ohamakologische 

das Arznei..ittel einfach von der mizellaren in eine w.ss- 
rige Losung mittels "Backward Transfer" Methcde ve-se — 
warden; siehe P.L. Luisi e. al. i. "Topics in Phar:nac;u- 
tical Science", 3rei.mer and Speiser eds. -isevier (1933) 
Das Urogastron (h.u.^an Zpidemal Growth Facto- 
r^GT) ist ein Hormon mit neuer Spitel-bildender A:<t^v^-' 
tat, das die saure Magenabsonderung he.^^en kann; siehe 
R. Hon et al. Chem. Phar:n. Bull. 25, 1974 (1977); ■ 
R. Hori et al. Japan Kokai, 76, 95 (1975). Dank dieser 
Exgenschaften stellt das hZG? ein gutes Mittel gegen G^- 

_^chure dar. Man hat festgestellt, dass mit der Zugabe 
von Olivenai oder einem Glycerol-Derivat die gastroin- 
testi.nale Absorption zuniamt. Andererseits ist es be- 
ka.^.nt, dass einige Tenside die Geschwindigkeit der Ab- 
sorption beschleunigen konnen; siehe G. Lew et al. j 

?har:a. Sci., 55, 394 (1966). Die angekehrten Mizellen 
(o:t auch Mikroe.aulsionen Wasser/Oei benannt) stellen de^ 

idealen TrSger fUr diese Honr.one dar. 

Das Urogastron ist in einfacher Weise in de- 

wassrigen Mikrophase eingegliedert und kann aus de-n or- 

ganischen Lasungsmittel dif fundieren. 

Der bedeutendste Vorteil dieses Systems besteht 

in der Tatsac.he, dass der teuere biologische Stoff , m 

unserem Fall Urogastron, nicht verloren geht, well das 

Hormon nur i.m Wasser im In.nern der Invertierten M.^ellen 

Platz fLzdet. 

Die Kerstellung der nizellaren LSsungen, die 
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Urogastron oder seine Bruchteile, oder das durch kovaie-. 

Bindung mit Methoxypolyethylengiykol (peg) modifizi^-e 

Kormon enthalten, verfolgt das klassische Verfahr-n z-- 
Vorbereitung mizellarer Wsungen; siehe: P.L. Lu^si u- 
5 .R. wolf, "Solution behaviour of surfactans" vol. 12, 
Mittel a.nd Fendler eds., Ple.-.-^-n Press 1982. Das Tensid 

(2.B. AOT) Wird ia Lasungsmittel gelSst, so dass eine 
Tensidiasung zwischen 50 mM und 300 mM entsteht. Die 
Auflosu.".g geschieht bei .Rau.mte.T.peratur u.nd ohr.e Soi-^- 
10 zieru.ng. Zu dieser organischen Lcisu.ng kann man die wass- 
rige Losung des Biopolyraers zugeben; z.B. 1 ml ei.ner ge- 
.•oufferten Losung von Urogastron (Phosphat 5 0 ir.M pH 7.0) 
werden zu 100 ml der vorherigen organischen AOT-LSsu^g 
zugefugt. Der Anteil von Wasser i.-n System kann auf jeden 
IS Fall zwischen 0 bis 30%, insbesondere zwischen 0,03% bis 
3% (v:v) variieren. 

Unter diesen Sedingungen entsteht beLn Sc.hUt- 
teln von Hand wahrend einigen Minuten und ohne Sonifizie- 
rung eine klare und durchsic.htige LSsung. Als LcSsungs- 

20 mittel kortunen - wie sc.hon erwahnt - niedenaolekulare Xoh- 
lenwasserstoffe, fluorierte Kohlenwasserstof f e , naf-liche 
und pflanzliche Oele, Squalan, Squalen, Ester von Pairitir.- 
saure und von anderen Fettsauren, Miglyol in Frage. Die 
schlussendliche Konzentration des Biopolymers (in unserem 

25 Fall Urogastron-) kann innerhalb der endgUltigen 
Lasung in elnem breiten Bereich variieren, ge.mass der 
wassrigen Startiasung und dem Gebrauch. Normalerweise 
variiert sie zwischen 0,1 - lo mg/ml, insbesondere 0,1 - 
1,0 mg/ml (Konzentration bezUglich totalem Volumen) . Der 

30 pH-Wert kann auch breit variiert werden, aber normaler- 
weise werden Lasungen mit einem pH-Wert zwischen 5 u.nd 7 
verwendet. 

Die auf diese Weise vorbereiteten Losungen si.-.d 
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fur iange Zeit stabii, im besonderen, wenn sie i:?. KUhl- 
schrank (0-2° C) aufbewahxt werden. FUr eine verlangerte 
Aufbewahrung werden die Losungen unter 0*^ C abgekuhlt. 
Ein Niederschlag wird nur bei haherer Wasserkonzentraticn 
5 (zwischen 5% - 10%) beobachtet, aber das System ist re- 
versibel. 

Es ist 2U benerken, dass bei. niedriger Wasser- 
konzentration (unter 3%) das Wasser nicht bei 0° C ge- 
friert. 

10 Medroxyprogesteronacetat wird heutzutage in der 

Therapie einiger homonabhangiger Xrebse durch intramus- 
kulare Spritzen verwendet- Das hSufige Auftreten von 
GeschvAiren stellt, verbunden mit dieser Art vcn Verab- 
reichung, Probleme dar, Eine orale Verabreichung ware 

15 bequeiaer, wenn die Probleme mit einer kleinen Absorption 
gelost werden kcnnten. Die Verwendung von umgekehrten 
Mizellen, hergestellt mittels Verwendung eines Losungs- 
mittels als kontinuierliche Phase, in der das Medroxy- 
progesteronacetat schwer ISslich ist, beschleunigt die 

Einwirkung der Mizellen auf die biologische Menbrane, in 
der die Permeabilitat zuji Arzneimittel erhoht wird. 

Die Vorbereitung der nizellaren Losungen, ent- 
haltend Medroxyprogesteronacetat, verfolgt das klassische 

25 Vcrfahren der Zubereitung von mizellaren Losungen nit der 
einzigen Variante, dass das Arzneimittel wegen seiner 
Schwerlcislichkeit in Wasser in einer im voraus vorberei- 
teten mizellaren Ldsung geltts't wird; siehe auch: P.L. 
Luisi und R. Wolf, "Solution behaviour of surfactans" 

30 vol, 12, Mittel and Fendler eds., Plenum Press 1982, 

Nitrite und Nitrate werden auf transdermischem 
Weg in Ldsungen oder noch besser als Gele von umgekehrtsn 
Mizellen vorteilhaft verwendet, um den Schmerz und die 
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H^ufigkeit der angi.-.esen K.-isen zu ver:rtir.dern . 

Die aus Vaselir.e ur.d Lanolinhydrat besteher.don 
korrmerzieilen Salben, verwendet als Triger der Nitro- 
glycerine, werden von den Patienten nicht ceschatj 
es scheint ausserdem, dass sle ein konstante^ plasrr.at: 
sches Niveau der Arznei nicht halten Wnnen; s'iehe: 
S. Sved et al. J. Phara. Sci. , 70, 1368 (1981). 

Das auf einem geeigneten festan Tracer transpcr- 
tierte Gel, Gegenstand dieser Erfindung, ist nit einen 
Klebeanteil, der den Xontakt mit der Haut sicherstellt , 
versehen. Dies ist nicht nur die bequemste Gebrauchlfom 
sondern kann auch die Verteilung der Arznei steuern, ura 
eine konstante Absorption sicherzustellen. 

Endopeptidasen werden in der Kostnetik fUr die 
stufenweise Eliminierung Uberf lUssiger Haare verwendet. 
Dabei stent sich die Sc.hwlerigkeit , die Enzyne zua 
"bulbus pili" konmen zu lassen. Wegen der Fettstoffschicht 
die aus der Talgsekretion staxnmt, kann das "bulbus pili" 
von der wassrigen Lfisung nicht nass ge-Tiacht werden.' 

Die als Mikroemulsionen Wasser/Oel umgekehrten 
Mizellen erniSglic.hen den Kontakt zwischen de.-n Enzyn u.-.d 
der Basis des Haares. 



BeisDiele : 

25 1. 0,44 g AOT werden in 10 ml IsopropylpaL-nitat gelost, 
so dass eine 100 mW LSsu.ng des Tensides entsteht. 

Zu dieser LSsung werden mittels einer Mikro- 
spritze 100 Mikroliter einer wSssrigen Urogastron- 
LSsung zugegeben (1 mg/ml in 50 mM Phosphat-Puf f er 
bei einem pH-Wert von 7) . Die Zugabe wird langsam 
durchgefUhrt, und nach Beendigung der Zugabe wird 
langsam von Hand geriihrt. 

Am Schluss der Operation erhait man eine klare 
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Losung, deren Gehalt an Urcgastrcr. spektrdchotane- 

trisch bestirat werden kar.n. 
2. Eir.e 6-?rozentige So jalezithir-LSsung wi.-d ir. gerei- 

nigtem Sojaol bei Raunteniperatur herges-ellt. In '0 
5 ml dieser Losung warden langsan 300 MiJoUter eir.ar 

wassrigen Losung von nii Methoxylpolyethvlenglvkol ' 

(?SG, 1 mg/ml) nodif iziertsn Urocastron eincefihrt. 
Man arbextet wie oben beschrieben. Die ' end- 
giiltige Losung enthSlt 3% Wasser und 0,03 mg/ni 
Horaon. 

3. 6 g Sojalezithin werden in 100 =1 gereinigten SojaSl 
gelost. Zu dieser LSsung werden 7 ml Wasser r^gegeben. 
und es wird von Hand geruhrt bis sich eine klare 
Mikroemulsion bildet. Es werden dann 20 g Medroxy- 
progesteronacetat hinzugefvigt und es wird bis zu 
dessen vollstandiger LQsung geriihrt. 
. 8,8 g AOT werden in 100 ml Isopropylpalmitat gelSst, 
und zu dieser LSsung werden 6 nl Butan-1^1 als Cotensid 
zugegeben, Zs wird von Hand geriihrt, bis eine klare 
Losung entsteht, und anschliessend wird bis 4 5° c 
erwarmt. 3 g Gelatine werden in 8 ml Wasser susoen- 
diert. Man er-^Srmt bis 43° C und nach der Solubili- 
zation wird diese LSsung langsan unter Ruhren zu der 
schon vorfaereiteten LSsung hinzugefUgt. Nachdem man 
eine Mikroemulsion erhalten hat, lasst man diese ab- 
kUhlen und erh.ait ein Gel. Auf der Oberflache dieses 
Gels, welche nicht mit der Haut in Kontakt korr^t, 
Wird Nltroglyzerin zugesetzt. welches an Lactose und 
kolloidalea Silica absorbiert ist, und zwar derart, 
dass man eine Konzentration an Arzneimittel von 
1 mg/cm hat. 

AOT Wird in Squalan gelSst, so dass man eine 200 rr.M 
r-asung an Tensid erhalt. Zu 100 ml dieser Losung gibt 
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man 3 ml einer wass-icen p,,** 

(aorat 40 ir-M) , die Paaain ^- ^ . o 

,n , J-apam in emer Konzentration von 

10 mg/.Til enthait, zu 
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Die Erfindung betrifft auch eir. Kersreiiur.csver- 
fahren einer neuen Art Lcsung fur die topische Anwendur.g, 
die ini Stande ist, die neue Epitelbildung anzuregen, d.h. 
eine Losung, die Stcffe ait pharmazeut ischer Wirkung fur 
5 topische Anwendung enthalt. Insbesondere . handeit es sicr. 
un eine Kohienwa'sserstof f - oder organische Lcsung, die 
u-Tigekehrte Mizellen enthait, die befahigt sind, in Inr.err. 
der wassrigen Mikrophase hydrophile Substanzen, die phar- 
makoiogisch aktiv sind, zu Icisen. 

10 Dieses erf indungsgemasse Verfahren ist haupt- 

sachiich dadurch charakterisiert , dass der aktive Stcff 
gieichartig in einer oligen Losung solubilisiert wird 
(Z.3. isopropylpaLnitat , Miglyol, cder naturliche essen- 
tielie Oeie cder Kohlenwasserstof f e wie Squalen, Squalan 

15 und Derivate) . 

Es ist bekannt, dass einige Tenside stabile 
spherische Aggregate in apolaren Losungen bilden konnen. 
Die polaren Kcpfe des Tensids weisen in diesen Aggrecaten 
nach innen? es entsteht somit ein polarer Kern, der sei- 

20 nerseits Wasser solubilisieren kann. Ini Innern disser 
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. w.ssrigen Mi.rophase, dere.^V-asse zwischen 10-200 S 
l.egt, konnen hydrcchile Stcffe soiubiUslert werden. 
oilden sich auf diese Weie*» t-s^-^ j 

t-'iermodynaraisch stabile ur.d 
_ k.are Losun.en. Die che.ischen end physikalischen Eicer. 
= sca.ten solcher Aggregate wurden von Autoren vie Fend^.- 
Menger, £icke in den letzten 10 Jahren ausfUhrlich .-^^e'^'. 
sucht; siehe: J.H. Fendler, "Menhrane mi^netic chenis"t-v' 
John Wiley and Sons, n.Y. 1982, F.M. Menger et a^ 
J. A.T.er. Chen. Soc. 95, 286 (1973); H.F. Ficke und"' 
) J. Rehak, Kelv. Chiar. Acta 59, 2883 (1976). Es gibt 
dagegen wenige pharmazeutische Anwendungen mit Ausnahne 
von der Anwendung fUr die Vorbereitung von "Manckaose^V 
wie von Sceiser in Zurich vorgeschlagen; siehe: 
P.P. Speiser, in Applied Biology and Therapeutics, 6, 
Lingle and Sreiaer editors, Elsevier, N.Y. 1983. 

Das wichtigste Kennzeichen dieses Systems be- 
steht darin, dass die hydrophilen MolekUle, inbegrif-en 
Enzyme, Nukleinsaure und Polysaccharide, in Kohle.nwasser- 
stofflosungen solubilisiert werden konnen. Die in Koh- 
le.nwasserstoff gelosten Enzyme konnen mit Hilfe der u.^ge- 
kenrten Mizellen ihre Aktivitat nic.ht verlieren, siehe- 
R. wolf und P.L. Luisi, Bioch. Bioph. Res. Comm. 89, 209 
(1979). — 

Das am meisten untersuchte System mit biologi- 
sc.-ien Substa.nzen ist aus Isooctan/AOT/Wasser gebildet. 
AOT ist die Abkarzung far das wohlbekannte biokomoatabile 
Tensid, Natrium-l,2-bis (2-Ethylhexyloxycarbonyl) -1- 
ethansulfonat. 

Das organische LOsungsmittel , das bis jetzt zur 
Solubilisierung von Proteinen oder Peptiden in mizellaren 
umgekehrten LSsungen ver-^endet wurde, ist mit venigen 
Ausnahmen ein Kohle.nwasserstof f von niedrigem Molekular- 
gevicht und, ais solcher, nicht ideal fUr eine direkte 
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pharniazeutische ATiWendunc. 

In diesem Verfahren beschreibt r.an, wie Lcsun- 
gen von ?e?tiden und Proteinen (insbesondere der epider- 
niische Wachstunsf aktor : EG? epidermal growth factor) 
hergesteilt werden konnen, und zwar unter . Ver-^endung von 
biokompatibeln Losungsnittsln wie Squalan, Miglyol, 
Estern von Palmitinsaure (hauptsachlich Isoprcpylpainitar) , 
Pflanzenoele, Vaselinoel. Das Tensid AOT wird fir n«rr«re 
in dieser Erfindung angegebene Beispiele verwendet. Auf 
jeden Fall kann das Verfahren auf andere Tenside erwei- 
tert werden, wie in den Beispielen und in der Anspruchen 
dieser Erfindung gezeigt wird* 

Wir haben Uberraschend feststellen konnen, dass 
nizellare Lc3sungen solcher Systeme bis jetzt in der 
15 Literatur nicht beschrieben wurden. Diese sind therao- 
dynamisch stabil und konnen wertvolle Peptid- und Pro- 
teinanteile enthalten. Diese Erfindung beschaftigt sich 
hauptsachlich mit der Applikation der topischen Anwen- 
dung von EGF, 

2^ Als Erganzung beschreibt man das Verfahren, bei 

welchem in solchen Systemen auch der tryptische Kunitzin- 
hibitor (Aprotinin) oder Lipoxygenaseinhibitoren oder 
nicht-steroidales Antiphlogis tikuni oder Natriumiaiuronat 
solubilisiert wird. 

2S Die Gesamtheit der zwei mizellaren Systeme 

(eines enthalt EG?, das andere den Inhibitor oder das 
nicht-steroidale Antiphlogistikum oder Natriuniialurat) 
kann als stabile Mischung flir therapeutische Zwecke ver- 
wendet werden. 

^0 Es ist schon bekannt, dass EG? eine Wirkung auf 

die Augen haben kann; siehe P.N. Patil, Trends in Bioch. 
Sc., 201, Mai 1934. Ausserdem ist es wohlbekannt, dass 
die gewcJhnlichen Augenldsungen grosse Verluste vom Aktiv- 
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?rir.zip bewirken, 
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Diese sir.d nomaler-^eise wassrige 
-osungen und werden leicht durch die T>i-.= 
dunnt und entfernt. Eln elites Lasuncsnlttel ware dahe^ 
senr geeignet, in den es schwieriger ausgevaschen werden 
kann, aber es ist ur^dglich, EGF (oder jedes ar.do-e 
Protein cder Peptid oder hydrophile Verbindung) in aiige- 
Losungen zu solubillsieren. 

Die invertierte Mlzellen (oft Mikroe.-.ulsionon 
Wasser-in-Oel benannt) sind namlich ein Mittei, u.-n d^ese 
Kindernis zu uber-^inden. Das EG? wird leicht in die 
wassrige Mikrophase aufgenommen und kann aus der o--ani- 
schen Phase dif fundieren. Die vom Tensid verursachte^ 
Ahnahme der Oberf lachenspannung stellt, einen guten Kon- 
takt zu der zu pflegenden Oberfiache und eine gleich- 
15 massige Verteilung sicher. Mit Stoffen von relativ 
kleiner ViskositSt, wie die obengenannten organischen 
Losungsmittel, kann man Tropfen von winzigen Abniessungen 
bilden. 

Dies ist bei der Kerstellung von Augentroafen 
20 enor:n wichtig, weil das Volumen der AugentroDfen nonr.a- 
lerveise 7 Mikroliter betrMgt. GrSssere Flilssigkeitsan- 
teile werden sofort aus den Augen ausgestossen . Der 
crcsse Vorteil dieses Systems besteht in der Tatsache, 
dass der teure biologische Stoff, in unserem Fall EGF, 
25 nicht verloren geht, wie im Falle von reinen wassrigen 
Augentropfen. Ein mit der Therapie vieler Verletzungen 
verknUpftes Problem ist die Tatsache, dass die pro- 
teinasische Aktivitat eine Verlangsamung der Genesung 
bewirkt. Es wurde indirekt bewiesen, dass Proteinasein- 
30 hibitoren diese Problems erleichtern kSnnen, weil sie die 
Proteinasewirkung eliminieren. Wie oben gesagt, kSnnen 
die Inhibitoren leicht in die umgekehrte Mizellen aufge- 
nommen werden. Das Inhibitoren enthaltende System wird 
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in der Therasie als Coadiuvant vervendet. 

Man Jcann auf zwei Wegen die geaischran Syste.T.e 
vorbereiten: EG? und Inhibitor (z.a. Aprotinin; siehe 
die 3eis?iele) werden zusarjr.en zu einer wassrigen Losunc 
zugegeben, und diese Mischung wird zun aizellaren Kohlen- 
wasserstoffsyste-n hinzugefugt, wie waiter unten cesser 
beschrieben. Zs konnen auch zwei verschiedene T.izallare 
Lasungen hergestellt werden, die spater durchge.-nischt 
werden, oder sie kannen Susserlich nacheinander zugegeben 
werden, wenn irjner moglich in geeigneten und verschie- 
denen Dosen. 

Ss ist ausserden bekannt - siehe: R. Rachels 
und W.D. Busse, Graefe's Arch. Clin. £xp. 0?htal.T.ol. 
220, 74 (1933) - , dass einige Lipoxygenasei.nhibitoren 
15 die neue Epitelbildu.ng bei Kaninc.hen, deren Kornepitel 
ausgekratzt worden ist, beschleunigen, Natriu-Ttialuronat 
scheint einen ahnlichen Sffekt zu haben. Auch in diese.n 
Fall kann ein ge.Tiischtes System die therapeutische WirJcung 
das EG? gtlnstigen. 

^° 3«i <ier Herstellung der mizellaren Losuncen, 

die EG? Oder Aprotinin oder Cyclooxygenaseninhibitoren 
Oder Natriunialuronat ent.halten, wird dem klassischen 
Verfahren zur Herstellung enzymatischer mizallarer Lo- 
su.ngen gefolgt; siehe: R.- Wolf und P.L. Luisi, 3ioch. 
25 Bioph. Res. Comm. 89, 209 (1979). Das Tensid {z.3. AOT) 
wird im Lasu.igsmittel geiast, so dass eine Tensidlosung 
zwischen 50 oM und 300 mM entsteht. Die Aufiasung tritt 
bei Raumtemperatur und ohne Sonif izierung auf. 

2u dieser LSsung kann man die wassrige ECF-Lasung 
des Biopolymers zugeben, z.B.. 1 ml einer gepufferten 
Losung von Phosphat (50 mM pH 7,0) wird zu 100 ml der 
vorherigen organischen AOT-Lasung zugefUgt. Der Anteil 
von Wasser in System kann auf jeden Fall zwischen 0 bis 
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30%, insbesondere zwischen 0,0% bis 10% (v:v) varil--e-. 

Unter diesen Bedir.gungen encsreht bei., SchCtta'- 
von Hand in eini.en Minuten und chne Sonif izierung eine"' 
-c..sic....,e Losung. Ais Losungsniittel kor.T.e- 
- wie schon er-.ahnt - nieder:.ole)cuiare Kohlenwasse^sto-e 
clorierte Kohlenwasserstof f e , nat-liche und ^fla.-i^^e' 
Cele, Scualan, Squalen, Ester von Pal^nitinsaurL und'aLil^en 
rettsauren, Miglyol, naturliche Essenzen in Frage D'e 
schlussendliche Xonzentzation des 3iopolv-:.ers (in u^se^^^ 
.-all EGF Oder ein Proteininhibitor) kann innerhalb de- 
schlussendlichen Wsung in einen breiten Eereich . er'sn 
gemass der wassrigen Startiasung und dent Gebrauch No-- 
.-nalerveise variierr sie zwischen 0,1 - 10,0 eg/ml, i.sbe- 
sondere 0,1 - lo mg/ml (Konzentration bezUglich tota^e-n 
Volu..,en). Der ?H-Wert kann auch breit variiert werden, 
aber nomalerveise werden Lcsungen mit einem pH-Wert zvi- 
schen 4 und 9 verwendet. 

Die auf diese Weise vorbereiteten LSsungen sind 
fUr lange Zeit stabil, ia besonderen, wenn sie in KUh^- 
schrank (0 - 2° C) aufbewahrt werden. FUr eine ver- 
langerte Aufbewahrung werden die Losungen unter 0° C ab- 
gekiihlt. Ein ^^iederschlag wird nur bei hoherer Wasser- 
konzentration (zwischen 5% - 10%) beobachtet, aber das 
System ist reversibel. 

Es ist zu bemerken, dass bei niedriger Wasser- 
konzentration (unter 3%) das Wasser nicht bei 0° C gefriert. 

BeisDiel 1 

0,44 g AOT werden in 10 ml Isopropylpalmitat 
gelost, so dass eine 100 mM LSsung des Tensides entsteht. 

Zu dieser Losung werden mittels einer Mikro- 
spritze 100 Mikroliter einer wassrigen EGF-Lasung zuge- 
geben (1 r.g/ml in 50 mM Phosphat-?uf f er bei einem ?H-Wert 
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von 7). Die Zugabe wird lar.csam durchgefUhrt , ur.d r.ach 
Beendigung der Zugabe wird langsam von Har.d geruhrc. 

Am Schiuss der Operation erhailt rr.an sine klare 
Lcsung, deren Gehalt an EG? spektrcphotcnetrisch bestir-.t 
5 werden kann. 



BeisDiel 2 

Eine Natri'jLTilaurat (200 nuM) Lcisung in Scualan 
mit 10% Kexan-l-ol wird bei Rauntemperatur vcrbereitet. 
10 In 10 ml dieser Lasung werden langsam 300 Mikroliter 

einer wassrigen EGF-Losung (1 mg/1 ml) eingespritzt . Man 
arbeitet wie oben beschrieben. Die endgiiltige 
Losung enthalt 3 % Wasser in 0,03 mg/ml EG?. 

15 BeiSDiel 3 

100 mg BRIT 56, welches 6% Hexan-l-ol und 1% 
Wasser enthalt, bilden eine Mikroemulsion in Miglyol 
Shell. 2u 10 ml dieser Ldsung werden langsam mit einer ' 
Mikrospritze 200 Mikroliter einer EGF-Losung (1,5 mg/ml) 

20 und 200 Mikroliter einer wassrigen Losung von Aprotinin 
(Kunitz Inhibitor) zugefugt. Die Mischung wird langsam 
von Hand geriihrt. 

Anstatt Aprotinin kann man abwechslungsweise 
einen Lipoxygenase- oder Natriumlaurat-Inhibitor verwen- 

25 den, so dass das gleiche EG? rCoadiwant molare Vernal tnis 
erhalten bleibt. 

Beispiel 4 

Tetraethylenglykoldodecylether wird in Scualan 
30 gelcJst, so dass eine 200 mM LSsung des Tensides entsteht. 
2u 100 ml dieser L5sung werden 3 ml einer wassrigen ge- 
pufferten Losung (Borat 40 mM, pH 8,0), die den Kunitzin- 
hibitor (Aprotinin) in einer Konzentration von 10 mg/ml 
enthalt, hinzugefugt. 
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. Schliesslich betrifft die Zrfir.dung auch ein 

Ver.ahren zur Herstellung von Gelen aus Tensid-er.-.hai- 
tenden orgar.ischen Ldsungs.-nittein and deren Anwendung - 
der Biotechnolcgie, Phar:nakolcgie , Photograchie u-.d 



Xosmetik . 



1. Dazu wire ein Verfahren beschrieben, ua 
apoiare Losungen zu gelieren. Dies geschieht durch 
LSsungen von Tensiden in Kohlenwasserstof f en, wel-e 
auch Wasser und Gelatine enthalten. Bei den Bedi-c-.-en 
wo Gelatine in wassrigen Losungen geliert, findet auch ' 
in den organischen LSsungsaitteln des Tensides eine Ge- 
lierung statt, wobei das, gesamte crganische Milieu in eM 
Gel aTigewandelt wird. 

2. Es ist bekannt, dass Gelatine in Wasser ge- 
Ueren kann, und feste Gele bildet, die heutzutage eire 
grosse technologische Bedeutung, besonders in der Le-e-s- 
nittelindustrie, haben. Diese Gele sind aber auch in 
anderen Bereichen der Technologie von Interesse, z.3. in 
der Photographie oder in all jenen Gebieten, in denen ' 
hydrophile Fil.-ne oder Schichten wichtig- sind. Bekannt- 
Uch wird die Gelierung in wassrigen Losungen so durch- 
gefuhrt, dass eine Losung von Gelatine (z.B. 10 ir.g/nl) 
bei 40 Oder hoher hergestellt und dann abgekuhlt wird. 
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UnterhaLb 37*^ ca . fir.det die Geliercr.g statt. Dieses 
Phanomen wurde intensiv untersucht, Auch Verbir.dungen 
wie Polysaccharide konnen Gele bilden, 

3, Andererseits ist auch bekannt, dass Prctsir.e 
5 in apolaren Losuncsn:itteln solubilisiert warden konnen, 
und zwar durch ur.gekehrte Mizellen cder Wasser/in Oel 
Mikroeniulsionen, L'r*gekehrte Mizellen sind spheroidaie 
Aggregate, die von gewissen Tensiden in Kohlenwasserstcf - 
fen und anderen crganischen apolaren Lcsungsniitteln ce- 

10 bildet werden, und zwar so, dass die polaren Kcpfe der 

Tensidr:iolekiile nach innen gerichtet sind, Sorait wird ein 
polarer Kern in der Mitte des spheroidalen Aggregates 
gebildet (eben die cngekehrte Mizelle) , wobei die apolaren 
Ketten der Tensidniolekaie nach aussen in Kontakt mit dent 

15 apolaren Losungsniittel stehen. Der polare Kern kann 
Wasser solubilisieren, 3ei haherem Wassergehalt wird 
dann ineist der Begriff "Mikroemulsion" anstatt "ur.gekehr^ 
te (Oder invertierte) Mizelle" gebraucht. In wassrigen 
Kern (dem sogenannten "water pool") kdnnen hydrophile 

Mit diesen Methoden wurden in den letzten Jahren ver- 
schiedene Proteine, z.3. in Isooktan mit (2-Ethyl-hexyl) - 
Natriunsulfosukzinat (AOT) als Tensid solubilisiert , wo- 
bei der Wassergehalt im System, nur 1-5% betrug. Man hat 

25 also ein System, bei welchen hydrophile Biopoli'-mere in 

einem apolaren L5sungsmittel solubilisiert werden kcnnen. 
Eine solche Losung ist thermodynamisch stabil und kann 
spektroskopisch analysiert werden. Es kdnnen damit ncir'ale 
enzymatische Reaktionen durchgefUhrt werden, 

30 4. Der Hauptpunkt liegt nun darin, 

die zwei Verfahren, nanlich die Solubilisierung von Pro- 
teinen in apolaren Lcisungsmitteln und die Gelierung, z.3, 
der Gelatine, zusammen zu kcmbinieren. Die Zubereitung 
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eines solchen apolaren Gels ist vie folct -esc-. u 

.en ,e.e.en .... un.e. .Uh.en .... elne .asun. ; „ " 
C lat.ne ... wasse. e.-..alten. Zu. Celatl.el.L, 
e.n organ.sches Losungs.ittel (..a. isoo.t.n) , ... 
das Te.nsid e.....l., .uge.ebe.. Oie Kcnzencratlon'ees 
Tensids .arliert zvischen 0 u.nd 1 .m, insbesondere zw^- 
schen 5 u.d 300 oer Volu.enantell des Wasse.s iLc 

-.s,,en 0,5 u.d 30.. Oer Cewi=...3ar.teil vcn Cela.^e 
m der wassrigen Losung betragt 1-70% u 

50%. Die ganze Operation der Vorbereitung urd 
Mischung der beiden Losungen erfolgt ober.halb des Gel- 
s=h.elzpun..es, insbesondere zvischen- 20 und 60° c. Bei. 
Abkuhlen der resultierenden Mischung entsteht ein Gel 
Unter nornralen Bedingungen wird der Uebergang bei der' 
glexc.hen Temperatur beobachtet, bei der die Gelbildung 
auch in vassriger Losung erfolgt. Der Voraang der Gel- 
bildung aus apolaren Wsungen mit umgekehrten Mizellen 
Oder Mikroemulsionen ist reversibel, d.h. das Gel kann 
oe^ Erhitzen vieder geschmolzen verden. Unter gevissen 
Bedxngungen, Wassergehalt und Gelatinekonze.ntration, s-d 
die Gele durchsichtig. Die Gelieru.ng der organischen 
P..ase findet nicht bei jeder beliebigen Kombi..ation von 
wassergehalt und Gelatinekonzentration statt. in: allae- 
meinen gilt, dass wenn der Wassergehalt verkleinert w^rd, 
die Gelatinekonzentration de..entsprechend erhoht verden 
muss (siehe Abbildung IJ . 

5. Die Bildung des Gels findet auch in Anvesen- 
heit von anderen MolekUlen, zus^tzllch zur Gelatine, 
statt. Auf diese Weise kcJnnen verschiedene Verbindungen 
in der gelierten Masse homogen verteilt verden. In^eres- 
sante.veise ist dies der Fall sovohl fUr hydrophile Mole- 
cule, d.e isn Wasserkern der uingekehrten Mizelle solubili- 



w o 86/02264 



PCT/CH85/00154 



siert sind, als auch fur ganz hydrophobe Moiekuier die 
in organischen Ldsungsmittel ausserhalb der wMssricen 
Mixrophasen solubilisiert sind. Dies kann auch mit 
a*^phiphilen Molekulen stattfinden, d.h, Molekulen, die 
5 in der Wand der Mizelle inkorporiert sind. Is ist scr^it 
ersichtlich, dass mit unserer Methode drei wichtige 
Klassea von Verbindungen , nanlich wasserl5sliche , in 
apolaren Losungsmitteln losliche, und solche, die sich 
in Zwischenphasen aufhaiten, honogen in ein Gei einge- 

10 bettet werden konnen. Man kann so z.B. hydrophiie 

Enzyme oder sogar Zellen in die Gelmasse einbetten. Dies 
kann von grossein biotechnologischen Interesse sein, weil 
diesiss System eine Methode anbietet, rait welcher Enzyme 
und Zellen in ein hydrophobes Milieu eingebracht werden 

15 kcJnnen. In die Gelmasse kann man ferner auch Pigmente 
und Farbstoffe (fiir die photographische Industrie von 
besonderer Bedeutung) oder auch Arzneimlttel einbetten. 
Letzteres dUrfte f\ir eine kutane Behandlung interessant 
sein. Schliesslich kann die gelierte Masse auch in der 

20 KosmHtik Vifw^ndtili^ finden, welnn ein geei^n^ter Wirkstoff 
eingeschlossen wird. 

6. Dieser Vorgang der Gelierung von apolaren 
Losungsmitteln ist nicht auf das System Isooktan/AOT be- 
schrankt. Andere aliphatische und aromatische Kohlen- 

25 wasserstof f e, sowohl synthetischer wie auch natiirlicher 
Herkunft, kcSnnen als L5sungsmittel dienen. Es konnen 
auch LdsungsmitteLmischungen verwendet werden. Andere 
Tenside anionischerr kationischer und auch nicht icnischer 
Natur (wie diejenigen, die eine Aethylenoxydstruktur be- 

30 sitzen) , kdnnen ebenf alls benutzt werden. Anstelle von 
Gelatine kcSnnen andere Verbindungen verwendet werden, die 
in wassrigen LcJsungen Gele bilden, z.B. Polysaccharide, 
wie Agarose, Agar-Agar und andere. 



PCT/CH8<,0Ol5-i 



- 21 - 



o_ffen 

. a _ _ 

er 



IS 



3eisoiel 1 

Herstellur.c von n^ler, au^ ^ ° nvasse^. 

220 mg Gelatine (250 Bicon, Fluka) ' we-d->. 
•--en m 0,72 nl Wasse. geiast. Zu dieser Celat'le;'- 
sun. we.den 2,5 .1 200 n.M ACT/Isooktan-Lasung .uge'^Ug^ 
und d.e Miscung anschUessend .it Xsooktan au. L; ^5 
^1 ve^dUnnt. Alle diese Operaticnen warden cberhalb^ 
40^ C durchgefuhrt. Die Wsung wird dar.n unter RCihren 
au. Rauntenperatur abgekUhlt. Es entsteht ein festes Gel, 

Beissiel 2 

Sir.schluss eines was.eriasli.Hon r,.u..^^.,,. 

Wie in Beispiel 1, ausser dass anstsile von 
Wasser eine wassrige 1 mM Alizarinrot S Lasung vervende^ 
wird. Zs entsteht ein rotes Gel. 

Beispiel 3 
^° eines Isook^.n-, ^ slichen 

Wie in Beispiel 1, ausser dass die 2,5 
200 :nM AOT/Isooktan-Losung ncch 1 .g Sudanrot 73 er^t- 
haltet. £s entsteht ein tiefrotes Gel. 

25 Beisaiel 4 

Einschluss e ines Wirkstogfes 

.Wie in Beispiel 1, ausser dass anstelle von 
Wasser eine wSssrige 0,5 mM Vitamin a,. L5sung verwendet 
wird. Es entsteht ein rosarotes Gel. 
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Seissiel 5 

EinscMuss eines Aromastcffes 

Wie in Beispiel 1, ausser dass anstelle vcn 
Wasser eine wassrige 3 Losung von Vanillin verwendet 
5 wird. Es entsteht ein farbloses transoarentes Gel: 

Seispiel 6 

Einschluss eines Enzyms 

Wie in Beispiel 1, ausser dass anstelle von 
10 Wasser eine wassrige 10*^ M Lipoxygenase Lasung ver-^ends 
wird. 
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PatentansprUche 



1- Verfahren zur we-s-f^n ,,,, 
, . -e-s^eilung von Losuncen vm 

u...e.en..en M.^ellen (auch Mi..oe.uIsionen .enann 3 1 

ns.d ACT, '--riu.-l,:-.,3(2.Ethyl.exyIoxycarbon.l,. ! 
thansul onat, und natUrlichen cr.anischen .a.^uncL. .^e^ ^ 
V e S^aalan, essentielle Oele, Terpene, Pflanze;;ie/ 
Miglyol, Estern von natarlichen Fettsauren (PaLnitm- 
saure, Stearinsaure usw.), perfluorlerte Kohlenwasse- 



stoffe. 

LO 



2. verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenr- 
zexchnet, dass andere Tenside anstelle von AOT ververdet 
werden, insbesondere Benzalconiuinchlorid; CTAB (Cethyl- 
triinethyl-a^noniunbrcmid) ; Tenside auf der Grundlage von 
anderen quaternSren Anmoniumsalzen; Tenside auf der 
Grundlage von Ethylenglykol; Tenside natarlicher Herkun-' 
wie Phospholipide. Lecithine, Phospholecithine, 
Phosphodilcoline; synthetische Tenside, die als Grundke^n 
Glycerin haben; Tenside, die die Struktur von Zstern von 
Fettsauren, wie z.B.- Sorbitantristearat oder Polyoxyethy- 
lensorbitan Oleat (Polisorbato 80), aufweisen. 

3. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 2 
dadurch gekennzeichnet, dass Co-Oberf lachenmittel oder ' 
Coadiwanten zua System zugegeben werden (sowie jede 
Mischung von zwei oder mehreren von den obengenannten • 
Tensiden) . 

4. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 3 
dadurch gekennzeichnet, dass das System Stoffe enthait, 
die eine therapeutische oder kosmetische Aktivitat auf- 
weisen. 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, 
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dadurch gekennzeichnet , dass das Sysren Arzneinittel 
enthalt und gebraucht wird, urn die Absorption in Dam 
sowie durch die Haut zu begUnstigen, 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
5 dadurch gekennzeichnet , dass das System Stoffe enthalt, 

die eir.e kosmetische Wirkung aufweisen und das Eindrincen 
in die Kaut begUnstigen (z.B. Enzyme als Coadiwantan fUr 
Hnthaarung) . 

7. Verfahren nach Anspruch 1 zur Herstellung 
10 von Lcisungen umgekehrter Mizellen (auch Mikroesiulsionen 

genannt, wenn der Wassergehalt ia System relativ gross 
ist) , mittels Tensid AOT, Natrium-1 , 2-bis (2-Zthylhexyoxy 
carbonyl) -1-ethansulf onat und natiirlichen organischen 
LcJsungsmitteln, wie Squalan, essentielle Oele, Pflan- 
15 zenaie, Miglyol/ Estern von natiirlichen Fettsauren 
(Palmitinsaure, Stearins^ure usw,). 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- . 
zeichnet, dass das System Verbindungen enthait, die die 
neue Epitelbildung anregen kdnnen. 

20 9, Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass das System den epidermischen Wachstums- 
faktor (EG?) oder andere natiirliche oder synthetische 
Wachsfjmsfaktoren f(ir therapeutische oder klinische 
Anwendungen enthalt. 

25 10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass das System Proteaseninhibitoren oder 
Lipoxygenase oder nicht steroidale Antiphlogistika oder 
Natriumialuronat enthalt. 

11. Verfahren, in dem die Zusammenstellung der 

30 Anspriiche 9 und 10 fur die klinische Anwendung ver-/endet 
wird und insbesondere fQr die neue Horn-Epitelbildung 
(Hcrmonauskratzung, Geschvnire, "Cheratitis") und fUr die 
Verbrennungsbehandlung • 



PCT/CH8f/00l 

- 25 - 

12. Verfahren nach Ansoruch 7 u 
zeichr.et, dass andere T^n.i^ <2adur=h gekenn- 

«*iwc£:e renside anst-A*.*. ^r^m 

=ru.-..u,e vc„ .-.hyUn,l,.„, , Tens "^e , ■ 

^-1-- c^e Struxtur von ^st*a^-i ^ — ^ / 

10 So.M.ant..3.e.at ode; i;:;"":""*'^" 

sorbat aOK °^i'°'^y«thylensorbitan (Poiy- 

13. Verfahren nach den Anspr^lchen 7 und 1 5 ^ . 
.e.e...e.chnee, dass Co-Obe^.X^lt Je le ' ^""^ 

^5 Oder .T.ehre-en von den Mischuncr von zwei 

nre.en von den obengenannten Tensiden) 

14. Verfahren zur Kerstellung 

von Gelen, dadurch gekennzeichnet dass 

von Xsoo.tan, ACT, Wasser und Celltine h ""^ 
gelieren lasst. Gelatine herstellt und 

° 15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch ceke^. 

^asungs....el 3 
Per.luorveroindungen und natUrliche Oele und riuss g.e-" ' 
ten verwendet werden. -xuss-gkei- 

i 15 d.. d« Anspruche 14 b^-s 

^der ^-^^^^^^ 

Tenslde oder Tensidsystente verwendet werden 

16 dad ^^"^ Anspruche 14 bis 

16 dadurch gekenn.eichnet, dass Agarose oder andere 
Polysaccharide anstelle von Celatine verwendet werden 

17 d.^ . verfahren nach einea der Anspruche 14 bis 
17, dadurch gekennzeichnet, dass eine a^.^ u 
satrli^h- „ w. mehrere zu- 
satzliche Verbindungen in de- m,-^^u 

. ^. ^ ^ '^^^ Mischung vorhanden sind 

und bei der Gelierung im Gel fest^rph.i. 

-I -ua vjex festgenalten werden, wobei 
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solche 2usat2lichen Verbindungen sowohl hochnoiekuiare 
Produkte sein k^Snnen, wie Proteins, Enzyme, Nukieinsauren , 
Zellen, Viren und Mikroorganismen , als auch niedemole- 
kulare Verbindungen wie Pigmente , • Farbstof f e , Pharr.aka 
5 und auch Salze. 

19. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass solche Gele in der Pharaakologie ver^endet 
werden, und zwar zu dersialen Applikationen und Behand- 
lungen. 

10 ■ 20, Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass solche Gele als Pigment- oder Farbstoff- 
trager verwendet werden, z.B. in der Photographie . ■ 

21. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass solche Gele fUr Chromatographie und/oder 

15 Elektrophorese verwendet werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass solche Gele als TrSger von Enzymen, 
Mikroorganismen und Zellen verwendet werden. 
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